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研究成果の概要（和文）： 
脳腫瘍に対する血管新生抑制療法の抵抗性の克服と、次世代の腫瘍血管内皮細胞を標的とし
た治療を提案した。 
１．血管新生抑制作用のある抗癌剤の効果：CPT-11 を低用量持続性に投与することにより、通
常用量の間歇的投与に比べて、体重減少という全身副作用がなく、腫瘍血管新生および低酸素
領域の出現を抑制することによりグリオーマの増殖を抑制することができた。 
２．血管新生抑制療法の抵抗性の克服と標的としてのケモカイン：VEGF 中和抗体（bevacizumab）
の治療によるグリオーマの再発モデルを作成した(Brain Tumor Pathol 2010、J Oncology 2010)。
抵抗性の標的として CXCR7 に注目し、CXCR7 特異的抑制物質、low  molecular weight 
heparin(LMWH)の効果をグリオーマモデルで明らかにした。 
３．新規血管新生抑制療法の開発：ワクチン 
腫瘍内皮細胞ワクチンのグリオーマに対する効果を in vivo で検討した。腫瘍細胞単独ワクチ
ンに比べて腫瘍内皮細胞を併用したワクチンで増殖抑制効果が強くみられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study was designed to resolve the resistance and find a new generation anti-angiogenic therapy 
targeting glioblastoma endothelial cells. 
１．Solution of anti-angiogenic treatment for glioblastoma: Metronomic treatment using CPT-11 
was effective to glioma growth without systemic side effect (J Neuro-oncology, 2010). 
２．Glioblastoma recurrence mouse model with continuous VEGF antibody treatment was 
established (Brain Tumor Pathol 2010, J Oncology 2010). With this model, Specific CXCR7 
inhibitor, CCX771 and LMWH, antagnosit of SDF-1, inhibited recurrence after VEGF antibody 
treatment. 
３．Vaccination with tumor endothelial cells and tumor cells inhibited glioma growth strongly 
compared to vaccination with tumor cell alone. 
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１．研究開始当初の背景 
脳腫瘍に対する血管新生抑制療法は抵抗性
の出現により、効果に限界がみられており、
抵抗性の克服と、次世代の腫瘍血管内皮細胞
を標的とした治療を提案し検証することが
背景である。 
２．研究の目的 
強力な血管新生因子である VEGF の中和抗
体（ベバシズマブ）による膠芽腫に対する
血管新生抑制療法の劇的な効果は、次世代
のさらに発展した血管新生抑制療法の展
開を必要としている。本研究では血管新生
抑制療法の抵抗性の克服手段を明らかに
し、次世代の血管新生抑制療法として腫瘍
血管内皮細胞を標的とした治療を提案す
ることを目的とする。 
（１）血管新生抑制療法の抵抗性の克服：
VEGF 中和抗体治療後の血管新生抑制療法
の抵抗性には、1)骨髄からの血管内皮前駆
細胞(EPC)の関与、2)腫瘍の浸潤増強、3)
周皮細胞の制御が重要で、共通の標的とし
てケモカイン：SDF-1 とその受容体 
CXCR4・７および増殖因子 TGF-βに注目す
る。これらを標的とすることで、血管新生
抑制療法の抵抗性を克服し、さらに血管新
生抑制を増強し、腫瘍浸潤を抑制すること
が可能となる。 
（２）新規血管新生抑制療法の開発：新規血
管新生抑制療法として、膠芽腫由来血管内皮
細 胞 (Glioblastoma derived endothelial 
cell: GBMEC)の特性から、1) GBMEC を標的と
した治療の開発、2) GBMEC ワクチン療法の開
発、3) GBMEC 中で腫瘍血管内皮幹細胞の同定
を行うことにより、次世代の標的とすること
を目指す。 
（３）膠芽腫腫瘍血管に特異的な胚発生時の
血管内皮特異的遺伝子群の応用：VEGF 受容体
ノックアウトマウス（胎生致死）を用いてマ
ウス胚発生時の血管内皮細胞に豊富に発現
しているが、成体では消失する遺伝子を同定
する。発生段階の血管新生で用いられる遺伝
子プログラムは、腫瘍血管新生過程でも繰り
返し使用されるため、これらの遺伝子の発現
が膠芽腫でもみられると予想される。これら
新規遺伝子群のヒト神経膠腫中の培養血管
内皮細胞(GBMEC)における発現を real time 
RT-PCR で検討する。さらに、腫瘍組織の in 
situ hybridization でその局在を確認する。 
３．研究の方法 
（１） 血管新生抑制療法の抵抗性の克服： 
①膠芽腫再発モデル：ヒト膠芽腫細胞のマ
ウス皮下腫瘍および脳腫瘍モデルで、ベバ
シズマブによる血管新生抑制療法の治療
終了後の再発腫瘍モデルを作成する。ヒト
悪性グリオーマ細胞、U87 に GFP を
transfectionした U87-GFP細胞を SCIDマ
ウス脳内に移植すると、3－4 週間で脳内
にグリオーマを形成してくる。そこで、脳
内に細胞移植後、VEGF 中和抗体の単独治
療（50μg/週）を 8週間行い、膠芽腫再発
モデルを作成する。抵抗性（EPC の取り込
み、浸潤能亢進、周皮細胞の制御）が亢進
しているかどうか、ケモカイン：SDF-1, 
CXCR4, CXCR7 の発現の変化を明らかにす
る。 
②EPC の腫瘍血管への取り込み：GFP でラ
ベルされた EPC を尾静脈から投与し１週
間後の腫瘍組織の蛍光顕微鏡観察で、EPC
の取り込み程度を全内皮細胞中での割合
で定量する。 
③浸潤能の亢進の程度：①HE 染色での周
囲脳組織への浸潤の程度、②凍結切片での
film in situ zymography に よ る
gelatinase 活性の局在の同定）、③凍結組
織の腫瘍ホモジネートでの gelatin 
zymogram による gelatinase 活性の定量、
④パラフィン切片での MMP2, MMP9 の免疫
染色による蛋白発現を測定する。 
⑤周皮細胞の制御：周皮細胞のマーカーと
して desmin, α-SMA、RGS-5 (regulator 
of G protein signaling 5) 、 NG2 
(Neuron-glial 2) 、 PDGFR β
(platelet-derived growth factor 
receptor beta)を用い 2)、脳腫瘍組織での
周皮細胞と内皮細胞（CD34 染色）の局在
関係を二重蛍光染色で確かめて、周皮細胞
でカバーされる血管の数を定量する。 
⑥膠芽腫再発モデルを使った抵抗性の克
服：前年度の実績から抵抗性に関わる標的
分子として SDF-1, CXCR7 に注目し、その抑
制 効 果 が in vitro で み ら れ る low 
molecular weight heparin (Dalteparin)
および CXCR7 特異的抑制剤： CCX771 
(ChemoCentrix Inc, CA から供与)の効果を
膠芽腫再発モデルで評価する。VEGF 経路を
とらないマクロファージのグリオーマ血管
新生への関与から、M-CSF (Macrophage 
colony stimulating factor) 抑 制 剤 ：
Ki20227, ant- c-fms antibody, imatinib
の併用により抵抗性を克服できるかどうか
を検証する。さらに、SDF-1 の抑制作用が
あり、深部静脈血栓予防効果がある低分子
ヘパリンと VEGF 中和抗体との併用療法の
in vitro, in vivo の実験結果に基づき、
臨床試験（phase I, II）を多施設協同研究
で企画する。 
（２）膠芽腫腫瘍血管内皮細胞ワクチンの
基礎実験：GBMEC から内皮細胞ワクチンを
作成し、マウス脳腫瘍モデルでその効果を
評価する。 
腫瘍血管内皮細胞ワクチンの応用：グリオ
ーマ組織からの腫瘍内皮細胞に SV40 抗原
を導入し不死化腫瘍内皮細胞を作成する。
ソフトアガー上で腫瘍造成がないことを確
認して、腫瘍内皮細胞ワクチンとしての効
果をマウスin vivo脳内モデルで評価する。 
（３） 膠芽腫腫瘍血管に特異的な胚発生
時の血管内皮特異的遺伝子群の応用：VEGF
受容体ノックアウトマウス（胎生致死）を
用いてマウス胚発生時の血管内皮細胞に
豊富に発現しているが、成体では消失する
遺伝子を同定する。発生段階の血管新生で
用いられる遺伝子プログラムは、腫瘍血管
新生過程でも繰り返し使用されるため、こ
れらの遺伝子の発現が膠芽腫でもみられ
ると予想される。これら新規遺伝子群のヒ
ト神経膠腫中の培養血管内皮細胞(GBMEC)
における発現を real time RT-PCR で検討
する。さらに、腫瘍組織の in situ 
hybridization でその局在を確認する。 
 
４．研究成果 
（１） 血管新生抑制療法の抵抗性の克服 
①血管新生抑制作用のある抗癌剤、CPT-11 を
低用量持続性に投与することによるグリオ
ーマの増殖抑制効果を in vivo で検討した。
通常用量の間歇的投与に比べて、体重減少と
いう全身副作用がなく、腫瘍血管新生および
低酸素領域の出現を抑制することによりグ
リオーマの増殖を抑制することができた。こ
のような低用量持続投与（ metronomic 
treatment）は血管新生抑制療法の抵抗性の
克服に大切な手法であり、結果は学術誌「J 
Neurooncol」に掲載された。 
②抵抗性の標的としてケモカイン: SDF-1 と
その受容体 CXCR7の重要性をグリオーマ組織
での発現から評価し、結果の一部は学術誌「J 
Oncology」に掲載された。 
③グリオーマ再発モデルの確立と抵抗性の
標的としてケモカイン：VEGF 中和抗体
（bevacizumab）の治療によるグリオーマの
再発モデルを作成した。SCID マウスの脳内に
ヒトグリオーマ細胞を移植し、bevacizumab
の投与を 8 週間連続すると脳内腫瘍は MMP9, 
SDF1 の発現上昇とともに周囲への浸潤性を
増すことを報告した(Brain Tumor Pathol 
2010、J Oncology 2010)。 
ヒト再発膠芽腫 7例に対して Bevaciuzmab の
治療効果および再発様式を MRI画像による腫
瘍の大きさだけでなく、腫瘍血流量をあらわ
す rCBV と腫瘍密度を表す ADC 値で明らかに
し、脳神経外科学会総会シンポジウムで報告
した。 
抵抗性の標的として CXCR7 に注目し、CXCR7
特異的抑制物質、CCX771(Chemocentrix 社)
の効果を in vitro、in vivo グリオーマモデ
ルで明らかにした。また、CXCR7 のリガンド
で あ る SDF-1 の 抑 制 作 用 の あ る low 
molecular weight heparin(LMWH)の効果を in 
vitro、in vivo グリオーマモデルで明らかに
した。 
（２） 腫瘍内皮細胞ワクチン療法の開発：
腫瘍内皮細胞ワクチンのグリオーマに対す
る効果を in vivo で検討した。腫瘍細胞単独
ワクチンに比べて腫瘍内皮細胞を併用した
ワクチンで増殖抑制効果が強くみられた。結
果は「がん治療のあゆみ」に掲載された。腫
瘍内皮細胞を単独でワクチンとして十分量
準備することが困難であった。腫瘍内皮細胞
の不死化、細胞株となった内皮細胞を用いる
などの工夫が必要であることが明らかとな
った。 
（３） 膠芽腫血管内皮細胞に特異的な遺伝
子の同定：ヒト膠芽腫組織より分離培養した
膠芽腫内皮細胞と正常血管内皮細胞の遺伝
子の違いをマイクロアレイで調べ、膠芽腫内
皮細胞に特に高発現する遺伝子として①
jagged 1, ②PLXDC1 を、胎生期に見られる
VEGFR ノックアウトマウスとワイルドタイプ
マウスでの遺伝子の違いをマイクロアレイ
で調べてノックアウトマウスで特に高発現
する遺伝子として③PLVAP, ④GPCR GPR116を
同定した。これら①～④に対する抗体により
膠芽腫組織の腫瘍血管が特異的に染色され
たことよりこれらは膠芽腫の特異的な血管
新生因子と考えられ報告した（Blood, 2012）。 
（４） 今後の方針：これまでの研究で、新
規治療として標的である jagged1という分子
を同定し、治療実験まで行うことができた。
しかし、SDF-1 の抑制作用があり、深部静脈
血栓予防効果がある低分子ヘパリンと VEGF
中和抗体との併用療法の in vitro, in vivo
の実験結果に基づき、臨床試験（phase I, II）
を多施設協同研究で企画する計画は時間的
に行えなかった。また、VEGF 経路をとらない
マクロファージのグリオーマ血管新生への
関 与 か ら 、 M-CSF (Macrophage colony 
stimulating factor)抑制剤：Ki20227, ant- 
c-fms antibody, imatinib の併用による、マ
クロファージの関与に関する抵抗性の実験
にも時間的に行えなかった。 
膠芽腫血管の新しい標的分子、jagged1 に対
して、光線力学療法および合成ペプチド療法
にも展開を検討中である。 
また、マクロファージだけでなく、周皮細胞、
繊維芽細胞、腫瘍ニッチも含めた腫瘍微小環
境を構成する細胞を標的とした血管新生抑
制を考えることで、現存の VEGF 療法の抵抗
性の克服とさらに強力な血管新生抑制療法
を開発する予定である。 
膠芽腫血管新生を標的とした光線力学療法
(PDT)の準備を行った。腫瘍血管に特異的に
発現する tissue factor を標的とした
fVII-conjugated SnCe6を乳癌に対するPDT
で用いている Dr. Hu (Yale University、
Br J Cancer 2011)との膠芽腫モデルでの共
同研究を開始した。U87 グリオーマ細胞を
脳に移植するマウスクラニアルウィンドウ
モデルで 635nm のレーザーを照射し、血管
新生抑制効果を検討中である。さらに膠芽
腫血管への特異性を持たせた target PDT 
(t-PDT)を行なうために、膠芽腫内皮細胞の
検索から判明したjagged-1をverteporfin
に接合し、in vitro および in vivo でグリ
オーマに対するtarget PDTの効果を検証す
るための準備を行った。 
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